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Kharima, Meiritsya Abir P. 2019. Pengaruh  Pemberian Ekstrak Etanol Kulit Apel 
Manalagi (Malus Sylvestris Mill) dalam Mencegah Peningkatan Jumlah 
Leukosit Tikus (Ratus Norvegicus) Bunting yang Dipapar Asap Rokok. Tugas 
Akhir, Program Studi Sarjana Kebidanan, Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya. Pembimbing : (1) Dr.dr. Setyawati Soeharto M.Kes (2) Rahma Dian H., 
SST., M.Keb 
Latar Belakang: Paparan asap rokok mengandung  radikal bebas sehingga 
dapat meningkatkan ROS (Reactive Oxygen Species). Peningkatan ROS yang tidak 
diimbangi dengan antioksidan dari dalam tubuh dapat menyebabkan terjadinya 
stress oksidatif. Stress oksidatif ditandai dengan meningkatnya radikal oksigen dan 
reaksi inflamasi berupa peningkatan jumlah leukosit. Pada wanita hamil, jumlah 
leukosit lebih dari  12.000/    merupakan indikasi adanya leukositosis. Tingginya 
jumlah leukosit berakibat pada kehamilan dan janin, seperti prematur maupun Infeksi 
Neonatal Awitan Dini (INAD). Untuk dapat menetralisir radikal bebes dapat 
menggunakan antioksidan dari luar ataupun dari dalam tubuh. Tujuan: membuktikan 
pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit apel dalam mencegah peningkatan jumlah 
leukosit tikus bunting yang dipapar asap rokok. Metode: Penelitian ini menggunakan 
desain true experimental dengan rancangan penelitian Randomized Post Test Only 
Control Group Design. Sampel dibagi menjadi 5 kelompok. Kelompok kontrol (-) 
adalah kelompok tanpa dipapar asap rokok dan tanpa pemberian ekstrak etanol kulit 
apel. Kelompok kontrol (+) adalah kelompok pemaparan asap rokok tanpa 
pemberian ekstrak etanol kulit apel serta 3 kelompok perlakuan yang mana diberikan 
pemaparan asap rokok dan diberi ekstrak etanol kulit apel dengan dosis ( P1 = 7; P2 
= 14; P3 = 28 mg/KgBB/hari). Hasil: Hasil penelitian menunjukan bahwa P2 dan P3 
memiliki perbedaan yang signifikan terhadap K+. Kesimpulan: ekstrak kulit apel 
terbukti  dapat mencegah peningkatan jumlah leukosit dan dosis efektif yaitu 14 
mg/KgBB/hari.  
 





Kharima, Meiritsya Abir P. 2019. Effect of Giving Ethanol Extract of Manalagi 
Apple Skin (Malus sylvestris Mill) in Preventing Increase in Leukosit in 
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Background of Research : Exposure to cigarette smoke will produce free radicals so 
that it can increase ROS (Reactive Oxygen Species). This can cause oxidative 
stress. Oxidative stress is characterized by an increase in oxygen radicals and an 
inflammatory reaction in the form of an increase in the number of leukocytes. In 
pregnant women, a leukocyte count of more than 12,000 /    is an indication of 
leukocytosis. The high number of leukocytes results in pregnancy and the fetus, 
such as premature and Early Onset Neonatal Infection (INAD). To be able to 
neutralize radicals, it can use antioxidants from outside or from inside the body. 
The Objective of the research: This research is aiming tounderstand The Effect of the 
Extract of Apple Peel Etanol in order to restrain the over-increasing amount of Leukosit in 
Smokes exposures of Enceinte Mouse. Method: The Method of the research will apply 
Experimental True Design with Randomized Post Test Only Control Group Design. The 
sample will be divided to 5 group. Control Group (-) is the default group without exposure and 
Etanol Extract. Control Group (+) is group with Exposure and Etanol Extract adduction. And 
then the 3 Group remain will had the adduction of exposure effect and The Etanol Extract in 
the process as follow ( P1=7; P2=14;P3=28 mg/KgBB/Day). Result: the output of the 
research shows that the amount of Leukosit in CG (+) is significantly Higher than CG (-), then 
the amount of Leukosit in P2 and P3 relatively lower than CG+ significantly, Yet its neither to 
the K-. Conclusion: Apple skin extract has been proven to prevent an increase in the 
number of leukocytes starting from P2. 
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1.1 Latar Belakang 
Asap rokok dapat dijumpai dengan mudah, hampir setiap hari di lingkungan 
sekitar. Hal ini tidak lepas dari banyaknya jumlah perokok didunia. Meskipun banyak 
orang telah mengetahui bagaimana dampak yang diakibatkan dari perilaku merokok 
akan tetapi pada kenyataannya jumlah perokok meningkat dari tahun ketahun (Sirih 
dkk.,2017). Jumlah perokok yang ada di Indonesia pada saat ini untuk laki-laki yaitu 
(65,9%) sedangkan perempuan hanya (4,2 %). Berdasarkan hasil Riskesdas tahun 
2013 perokok di Provinsi Jawa Timur yang berumur lebih dari 10  tahun yaitu  23,9 
%  (Hanum,2016). Perempuan yang terpapar asap  rokok dirumah sebesar 78,4%, 
di restoran sebesar 76,2%, diangkutan umum sebesar 62,4%, di kantor sebesar  
55,4% dan pada fasilitas kesehatan sebesar 16,5%. Hal ini tidak menutup 
kemungkinan terdapat perempuan hamil. Perempuan hamil yang terpapar asap 
rokok menyalurkan zat-zat racun dari asap rokok kepada janin yang dikandungnya 
melalui peredaran darah (GATS, 2011).  
Secara umum asap rokok dapat terbagi menjadi dua fase. Fase tar merupakan 
bahan yang terserap dari penyaringan asap rokok, memiliki kandungan sebesar 
>     radikal bebas per hisapan sedangkan fase gas merupakan fase dengan 
berbagai macam gas yang berbahaya mengandung >     radikal bebas per 
hisapan. Radikal bebas yang terdapat pada fase tar memiliki waktu paruh yang lebih 
lama dari pada fase gas yaitu sampai beberapa bulan, sedangkan fase gas hanya 




pada paparan asap rokok seperti: nikotin, karbonmonoksida, DDT (pestisida), 
arsenik, akrolein, benzopiren, hidroquinon, oksidan konsentrasi tinggi, radikal bebas 
dan lain-lain (Depkes, 2009).  Radikal bebas yang terbentuk dari pembakaran rokok 
akan berikatan dengan oksigen reaktif yang menghasilkan Reactive Oxygen Species 
(ROS).  Adanya peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species) akibat paparan asap 
rokok diimbangi dengan sistem pertahanan antioksidan. Akan tetapi pada saat ROS 
meningkat melebihi sistem pertahanan antioksidan dalam tubuh terjadilah stress 
oksidatif (Komala, 2011) 
Stress oksidatif juga berperan penting dalam patofisiologis berbagai penyakit. 
Stress oksidatif yang muncul akibat paparan asap rokok dihubungkan dengan 
peningkatan jumlah sitokin pro inflamasi dalam tubuh. sitokin pro inflamasi masing-
masing menstimulasi sumsum tulang dan menjadi mediator terjadinya inflamasi 
sistemik (Chunningham, 2013). Inflamasi merupakan respon kompleks biologi dari 
jaringan pembuluh darah terhadap stimulasi berbahaya seperti pathogen ataupun 
sel-sel tubuh yang rusak (Rahmawati, 2014). Salah satu kandungan yang berbahaya 
dari asap rokok adalah nikotin. Nikotin pada asap rokok dapat memicu inflamasi 
karena mempunyai efek langsung pada neutrofil dan makrofag ( Fitria, et al. 2013).  
Pada kehamilan, terjadi perubahan anatomi, fisiologi dan biokimia sebagai 
bentuk adaptasi terhadap perubahan hormonal. Perubahan tersebut dimulai sejak 
awal kehamilan dan lanjut seiring bertambahnya usia kehamilan. Efek ini terjadi 
akibat tolerasi ibu terhadap antigen jaringan asing dari janin yang bersifat 
semialogenik (50% genetik dari paternal dan 50% dari maternal sehingga janin akan 




jumlah sel darah putih telah mencapai 12.000 sel /    merupakan indikasi adanya 
leukositosis pada wanita hamil. Tingginya jumlah  leukosit pada ibu hamil berakibat 
buruk pada kehamilan dan janin, seperti persalinan prematur, Infeksi Neonatal 
Awitan Dini (INAD), dan lain-lain (Ross,2011). 
Pada ibu hamil yang terpapar asap rokok, dapat menyebabkan terjadinya 
peningkatan jumlah leukosit. Untuk dapat menurunkan jumlah leukosit dapat 
dipengaruhi oleh faktor asupan terutama yang mengandung antioksidan. Antioksidan 
adalah substansi yang dibutuhkan oleh tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan 
mencegah kerusakan  yang timbul akibat dari radikal bebas terhadap sel normal, 
protein, dan lemak, melindungi struktrur sel, anti inflamasi, serta mencegah keropos 
tulang (Simanjuntak,2012). Sebenarnya begitu banyak buah ataupun bagian dari 
beberapa tanaman yang belum begitu dimanfaatkan dengan baik, termasuk 
pengolahan kulit apel. Tanaman apel merupakan salah satu tanaman yang banyak 
dan mudah tumbuh di daerah tropis termasuk Indonesia dan di daerah Batu Malang. 
Terdapat banyak jenis apel yang dapat dimanfaatkan, sedangkan yang lainnya 
dapat digunakan sebagai bahan olahan seperti manisan apel, kripik apel dan sari 
buah apel. Namun buangan dari olahan yang berupa kulit apel ini, selama ini belum 
dapat dimanfaatkan dengan begitu baik, selama ini kulit apel digunakan sebagai 
pakan ternak dan pemupukan tanaman. Sebenarnya kulit apel juga dapat digunakan 
sebagai bahan antioksidan alami yang sangat dibutuhkan oleh tubuh untuk melawan 
berbagai radikal bebas dari luar. Kulit apel mengandung zat kuersetin yang dapat 
digunakan untuk meningkatkan kadar antioksidan yang dapat digunakan untuk 




yang berukuran sedang mampu menyediakan antioksidan setara dengan vitamin C 
1.500 mg. Kuersetin yang ada pada kulit apel memiliki fungsi sebagai antioksidan. 
Kuersetin sendiri adalah senyawa turunan dari flavonol yang paling banyak terdapat 
di alam dari pada jenis flavonoid yang lainnya (Lestario dan Andini,2016). 
Apakah benar pemberian ekstrak etanol kulit apel dapat digunakan untuk 
mencegah peningkatan jumlah leukosit pada ibu hamil yang dipapar asap rokok? 
Sejauh ini belum ada penelitian tentang hal tersebut. Untuk itu akan diteliti mengenai 
pemberian ekstrak etanol kulit apel terhadap penurunan jumlah leukosit pada tikus 
putih yang dipapar asap rokok. 
1.2 Rumusan Masalah 
Apakah pemberian ekstrak etanol kulit apel (Malus sylvestris) dapat mencegah 
peningkatan jumlah leukosit pada tikus (Rattus norvegicus) bunting yang dipapar 
asap rokok? 
1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Umum 
Membuktikan pengaruh pemberian ekstrak etanol kulitapel (Malus 
sylvestris) dalam mencegah peningkatan jumlah leukosit pada tikus (Rattus 
norvegicus) bunting yang dipapar asap rokok. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1) Membuktikan pemberian ekstrak etanol kulit apel (Malus 
sylvestris) dalam mencegah peningkatan jumlah leukosit pada 




2) Membuktikan dosis efektif pemberian ekstrak etanol kulit apel 
(Malus sylvestris) dalam mencegah peningkatan jumlah leukosit 
tikus (Rattus norvegicus) bunting yang dipapar asap rokok. 
1.4 Manfaat Penelitian 
1.4.1 Manfaat  Akademik 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan dan 
sebagai dasar pengembangan manfaat ekstrak etanol kulit apel dalam dunia 
kebidanan. 
1.4.2 Manfaat Praktis 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan dan 







2.1 Asap Rokok 
2.1.1 Pengertian asap rokok 
Rokok adalah salah satu produk tembakau yang penggunaannya dengan 
cara dibakar dan dihisap asapnya dan/atau dihirup asapnya yang dihasilkan 
dari tanaman nicotiana tabacum, nicotinia rustica, dan spesies lainnya atau 
sintesisnya yang asapnya mengandung nikotin dan tar dengan atau tanpa 
bahan tambahan (PP RI No. 109, 2012). 
Asap rokok memiliki 2 fase yaitu fase gas dan fase partikel (tar). Fase 
partikel (tar) diketahui dapat masuk ke alveolus (Valavanidis et al., 
2009).Fase gas terdiri dari karbon monoksida, asam hidrosianat, asetaldehid, 
akrolein, amonia, formaldehid, oksida dari nitrogen, nitrosiamin, hidrazin, dan 
vinil klorida. Sedangkan,partikel padat yang dihasilkan terdiri dari tar, 
hidrokarbon aromatik polinuklear, nikotin, fenol, kresol, logam, indol, 
karbazol, dan katekol (Syahdrajat, 2007). 
2.1.2 Kandungan Asap Rokok 
Berikut zat-zat yang terkandung dalam asap rokok antara lain: 
1) Nikotin 
Nikotin merupakan molekul aktif utama yang berasal dari daun Nicotiana 
tabacom yang ada dalam asap rokok. Dosis besar nikotin sangat beracun. 
Orang yang merokok beresiko mengalami penyakit kronis seperti emfisema, 




(Taghavi et al., 2012). Hasil penelitian sebelumnya juga menyebutkan 
kandungan nikotin pada asap rokok dapat masuk ke aliran darah janin 
dengan melewati plasenta (Luck et al., 1985; Clark and Irion, 1992). 
Nikotin termasuk sebagai stimulan dan memegang peranan penting terkait 
ketergantungan terhadap rokok. Pada studi yang baru, merokok dapat 
meningkatkan pelepasan dopamin pada otak, terutama di jalur mesolimbik, 
memiliki jalan yang sama dengan heroin dan kokain. Pada dasarnya, nikotin 
memiliki pengaruh terhadap pembuluh darah arteri diseluruh tubuh. Nikotin 
merupakan stimulan yang dapat meningkatkan tekanan darah dan sebagai 
vasokontriktor yang menjadikan jantung bekerja lebih berat memompa darah 
melalui pembuluh darah yang menyempit (Fauzi, 2010). 
2) Tar 
Tar merupakan suatu bahan kimia dari asap rokok yang berwarna coklat 
tua atau hitam yang merupakan salah satu bentuk substansi hidrokarbon. Tar 
merupakan komponen asap rokok yang memiliki sifat karsiogenik (Fowles 
dan Bates, 2000).  Konsentrasi radikal bebas didalam tar sangat tinggi dan 
bertahan dalam waktu yang lama. Kadar tar dalam tembakau antara 0,5-35 
mg/batang. Tar melapisi jaringan yang halus dari paru-paru sehingga lebih 
sedikit oksigen yang bisa menyebrang dari paru-paru ke dalam darah (Smith, 
2006). 
3) Karbonmonoksida 
Karbonmonoksida merupakan gas yang tidak berbau, inhalasi gas ini 




hemoglobin secara irreversible (Dorland, 2011). Karbomonoksida 
merendahkan kandungan oksigen di dalam darah dan meracuni jantung, 
sehingga terjadi kekurangan pasokan oksigen dan membuat kerja jantung 
kurang efisien (Smith, 2006). 
2.2 Leukosit 
2.2.1 Pengertian Leukosit 
Leukosit berwarna bening (tidak berwarna), bentuknya lebih besar dari 
sel darah merah, tetapi jumlahnya lebih kecil (Pearce, 2008). Leukosit adalah 
sel darah yang mengandung inti, disebut juga sel darah putih. Di dalam darah 
manusia, normalnya didapati jumlah leukosit rata-rata 5.000-9.000 sel/   , 
bila jumlahnya telah mencapai 12.000 sel/   , keadaan ini disebut 
leukositosis, bila kurang dari 5000 sel/    disebut leukopenia (Guyton, 2011). 
Terdapat lima macam leukosit dengan bentuk dan fungsi berbeda, 
kelimanya masuk dalam dua kategori utama bergantung pada gambaran 
nukleus dan ada tidaknya granula di sitoplasma. Neutrofil, basofil, dan eosinofil 
dikategorikan sebagai granulosit (sel yang memiliki granula) dan 
polimorfonukleus (bentuk inti beragam). Monosit dan limfosit dikategorikan 
sebagai agranulosit (Sel yang tidak memiliki granula) dan monokleus (inti 
tunggal). Leukosit merupakan sel dengan jumlah paling sedikit di dalam darah, 





2.2.2 Jenis Leukosit 
2.2.2.1 Neutrofil 
Neutrofil memiliki diameter sekitar 12-15 µm. Neutrofil memiliki 
inti sel lebih dari dua dan bentuk granulnya kecil dan halus. Neutrofil 
mewarnai dirinya dengan pewarna netral, atau campuran pewarna 
asam dan basa, dan tampak bewarna unggu (Pearce, 2008). 
Jumlah neutrofil normal di dalam darah adalah 1260-
7300/    atau 36-73% dari total leukosit. Neutrofil adalah sel fagositik 
motil dari sistem imun bawaan yang berperan penting dalam proses 
inflamasi. Sel ini bersama dengan makrofag berperan untuk fagositosis 
bakteri, virus dan agen asing lain di dalam tubuh, baik di jaringan 
maupun di dalam darah. Fungsi fagositik neutrofil didukung oleh 
adanya lisosom serta kemampuan membentuk fagosom dari 
pseudopodia. Peptida dari bakteri yang difagosit, serta faktor 
kemotaksis sel imun disekitar infeksi, akan merangsang lebih banyak 
neutrofil. Neutrofil akan keluar dari kapiler dan berkumpul di sekitar 
infeksi membentuk jaringan granulasi (Kiswari, 2014). 
2.2.2.2 Eosinofil  
Eosinofil memiliki diameter sekitar 9 µm dan memiliki 2-4 
lobus. Fungsi utama eosofil adalah detoksifikasi baik terhadap protein 
asing yang masuk dalam tubuh melalui paru-paru ataupun saluran 
cerna maupun racun yang dihasilkan oleh bakteri dari parasit. Sel ini 




(Hoffbrand, 2005). Eosifil juga berperan dalam perbaikan jaringan, 
kekebalan bawaan, dapatan dan adaptif. Eosinofil banyak ditemukan 
dimedula, pertemuan antara korteks dan medial dari timus dalam 
saluran cerna bagian bawah, ovarium, rahim, limpa dan kelenjar getah 
bening, tetapi tidak dalam paru-paru, kulit kerongkongan, atau 
beberapa organ internal lainnya dalam kondisi normal (Schalm, 2010). 
2.2.2.3 Basofil  
Basofil dan sel mast adalah sel yang berbeda, meski secara 
fungsi banyak memiliki kemiripan. Basofil dapat memfagosit sel yang 
telah ditandai, meski sifat fagositnya lebih rendah dibanding granulosit 
lainnya. Diameter basofil berkisar antara 14-18 µm, dengan granula 
sitoplasma yang tampak kasar. Basofil terdapat dalam jumlah kecil di 
dalam darah dan sering ditemukan pada jaringan yang inflamasi akibat 
reaksi hipersensitivitas, atau alergi (Nugraha, 2015). 
2.2.2.4 Monosit 
Manosit memiliki bentuk sferis dengan permukaan yang 
berkerut dan memiliki tonjolan saat dilihat dengan mikroskop. Memiliki 
nukleus tunggal dengan nukleus kecil, dan sitoplasma penuh dengan 
mitokondria, mikrotubul serta mikrofilamen. Setelah berpindah dan 
menetap di jaringan mosoit akan berkembang dan matur menjadi 
makrofag. Makrofag akan menetap di jaringan, dan akan menjadi lini 
pertahanan pertama terhadap infeksi bakteri, dengan cara memfagosit 




proses peradangan dengan pelepasan sitokin pro inflamasi (Sadikin, 
2002). 
2.2.2.5 Limfosit  
Limfosit adalah leukosit yang memperantarai proses imun 
adaptif. Banyak ditemukan di nodus limfe, dapat juga ditemukan pada 
organ limfoid khusus, seperti limpa, daerah submukosa saluran cerna, 
timus dan sumsum tulang. Jaringan limfoid tersebar pada daerah-
daerah yang menguntungkan untuk mencegah penyebaran 
mikroorganisme dan toksin sebelum menyebar luas (Kiswari, 2014). 
Limfosit merupakan sekumpulan sel heterogen yang secara garis besar 
dibedakan menjadi tiga macam, yaitu sel T, sel B, dan sel natural killer 
(NK) dan ketiganya tidak memiliki perbedaan morfologi yang mencolok 
(Nugraha, 2015). 
2.2.3 Leukosit Pada Kehamilan 
Leukosit selama kehamilan mengalami perubahan, fungsi kemotaksis 
dan adhesi polimorfonuklear akan menurun saat awal trimester kedua dan 
akan berlanjut sepanjang kehamilan. Jumlah leukosit akan mengalami 
peningkatan akibat dari stress fisiologis yang diinduksi oleh kehamilan. Jumlah 
leukosit rata-rata sekitar 5000-1200/   . Pada wanita hamil tanpa komplikasi 
dapat mengalami peningkatan jumlah leukosit sekitar 900-2500/   darah. 
Peningkatan leukosit didominasi oleh neutrofil, sementara limfosit akan 
mengalami penurunan pada trimester pertama dan kedua lalu meningkat pada 




decidual natural killer (dNK) pada desidua basalis. Sel dNK akan menjadi sel 
yang paling banyak ditemukan di desidua basalis selama kehamilan. Sel dNK 
tidak berperan dalam sitotoksik, dan fungsi sebenarnya asih belum 
dipahami(Sulin,2009). 
Jumlah leukosit pada ibu hamil meningkat secara gradual, seiring 
dengan peningkatan usia kehamilan. Peningkatan jumlah leukosit sejak 
trimester pertama menjadi faktor resiko pada persalinan prematur, serta 
memiliki hubungan dengan kejadian bayi berat lahir rendah, hipertensi pada 
kehamilan dan kejadian lain (Sulin,2009). 
Leukositosis biasa terjadi pada ibu hamil, hal ini disebabkan karena 
stress fisiologik dengan usia kehamilan. Neutrofil merupakan salah satu hitung 
jenis leukosit yang dominan mengalami peningkatan akibat kegagalan 
apoptosis neutrofilik selama kehamilan (Chandra et al., 2012). 
Hitungan jenis limfosit akan menurun selama trimester pertama dan 
kedua kemudian akan meningkat pada trimester ketiga kehamilan. Selama 
kehamilan monositosis absolute dapat terjadi, terutama pada trimester 
pertama, namun menurun seiring bertambahnya usia kehamilan (Chandra et 
al., 2012). 
2.3 Radikal bebas 
2.3.1 Pengertian Radikal Bebas 
Radikal bebas adalah molekul yang memiliki satu ataupun lebih 
elektron yang tidak berpasangan di orbit luar sehingga relatif tidak stabil, 




reaktif tersebut mencari pasangan elektronnya (Ardhie,2011). Caranya dengan 
menarik atau menyerang elektron senyawa lain. Hal ini mengakibatkan 
terbentuknya senyawa radikal baru (Winarsi, 2007). 
Mekanisme reaksi radikal bebas dapat dibagi menjadi 3, yaitu: 
1)   Inisiasi 
Tahap inisiasi adalah pembentukan awal dari radikal-radikal bebas 
(Fessenden, 1986). 
             Cahaya UV atau kalor 
Cl – Cl                                             2 Cl •    --------------  persamaan 1 
2)  Propagasi 
Pembentukan radikal bebas akan mengakibatkan terbentuknya 
radikal baru dengan suatu reaksi yang disebut reaksi rantai (Fessenden, 
1986). 
Cl • + CH4       CH3 •  + HCl   --------------        persamaan 2 
Cl2 + CH3 •      CH3Cl + Cl •  --------------        persamaan 3 
Secara teoritis, proses ini akan berlangsung terus menerus karena sebuah Cl 
• akan mengalami reaksi yang menyebabkan terbentuknya sebuah Cl • yang 





3)  Terminasi 
Reaksi rantai yang terjadi akan berhenti pada tahap terminasi yaitu 
ketika radikal  bebas bergabung  dengan radikal  bebas  yang lain sehingga  
tidak membentuk radikal bebas yang baru (Fessenden, 1986). 
Cl • + • CH3        CH3Cl       --------------          persamaan 4 
Sumber radikal bebas dapat dibagi menjadi 3, yaitu (Kumar, 2011): 
1) Sumber internal: berasal dari reaksi enzimatik yang menghasilkan suatu 
radikal bebas seperti pada reaksi pernafasan, fagositosis, sintesis 
prostaglandin, serta dalam sistem sitokrom P450. 
2) Sumber  eksternal:  asap  rokok,  polutan  lingkungan,  radiasi,  sinar  UV, 
ozon, obat-obatan, anestesi, pestisida, dan pelarut industri. 
3)  Faktor fisiologis: status mental seperti stres, emosi dan kondisi penyakit 
yang dapat memicu terbentuknya radikal bebas. 
2.3.2 Stres Oksidatif 
Stress oksidatif merupakan suatu keadaan yang berhubungan dengan 
peningkatan kecepatan kerusakan sel yang diakibatkan karena induksi 
oksigen serta turunannya (senyawa spesies oksigen reaktif/ROS). Kerusakan 
sel ini terjadi akibat terjadinya ketidakseimbangan antara pembentukan ROS 
dan aktivitas pertahanan enzim antioksidan. Ketidakseimbangan ini terjadi 
ketika pembentukan radikal bebas melebihi dari sistem pertahanan, sistem 
pertahanan tidak mampu mengeluarkan radikal bebas. Kondisi yang 
berhubungan dengan stress meliputi penyakit kronis, infeksi serta inflamasi 




Situasi dimana terjadinya perubahan keseimbangn karena adanya kelebihan 
ROS atau berkurangan antioksidan yang mana dapat berfungsi sebagai 
penetralisir ROS (Astuti, 2008). 
2.4 Antioksidan 
2.4.1 Pengertian Antioksidan 
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat spesies 
oksigen reaktif/ spesies nitrogen reaktif (ROS/RNS) dan juga radikal bebas, 
sehingga antioksidan dapat mencegah penyakit-penyakit yang dihubungkan 
dengan radikal bebas seperti karsinogenesis, kardiovaskuler dan penuaan 
(Rohman dan Sugeng, 2005). 
Didalam tubuh jumlah atau status antioksidan merupakan suatu 
parameter yang digunakan untuk memantau status kesehatan dari seseorang. 
Didalam tubuh sistem antioksidan dapat dibentuk secara kontinu oleh tubuh 
sendiri dimana senyawa ini berperan dalam menangkal radikal bebas. Dalam 
keadaan senyawa reaktif oksigen memiliki jumlah yang lebih banyak dari 
jumlah antioksidan yang ada di dalam tubuh, hal ini mengakibatkan senyawa 
reaktif oksigen ini dapat menyerang lipid, protein, maupun DNA (Winarsi, 
2007). 
2.4.2 Klasifikasi Antioksidan 
Terdapat bermacam-macam pembagian antioksida. Namun 
berdasarkan fungsinya antioksidan dapat dibagi menjadi berikut: 




Antioksidan primer merupakan suatu antioksidan yang berfungsi sebagai 
pertahanan utama atau primer terhadap suatu kondisi stress oksidatif karena 
adanya radikal bebas. Antioksidan primer dalam tubuh lebih dikenal sebagai 
antioksidan enzimatis. Antioksidan ini bekerja dengan cara mencegah 
terbentuknya senyawa radikal bebas baru (Winarsi, 2007). 
2) Antioksidan sekunder 
Antioksidan sekunder merupakan suatu antioksidan yang memiliki sifat 
preventif. Senyawa ini bekerja dalam menangkap radikal bebas dan 
mencegah agar tidak terjadi reaksi berantai sehingga radikal bebas tidak 
akan bereaksi dengan komponen selular dan kerusakan yang lebih besar 
bisa dihindari. Terdapat berbagai macam sumber antioksidan sekunder 
antara lain favonoid, vitamin E, vitamin C, karoten, asam urat, albumin 
bilirubin dll (Winarsi, 2007). 
3) Antioksidan Tersier 
Antioksidan ini merupakan antioksidan yang bekerja dalam perbaikan 
biomolekular yang mengalami kerusakan akibat dari reaktivitas radikal bebas. 
Contoh kelompok antioksidan tersier ini antara lain adalah sistem enzim 
DNA-repier dan metionin sulfoksida reduktase. Enzim ini dapat memperbaiki 
kerusakan pada DNA yang diakibatkan oleh paparan radikal bebas (Winarsi, 
2007). 
2.5 Apel 
Apel adalah buah yang dibudidayakan diberbagai iklim belahan dunia, dan 




dikonsumsi segar atau secara langsung setelah dipanen atau setelah periode 
penyimpanan hingga enam bulan atau bahkan lebih lama. Apel juga dapat diolah 
misalnya menjadi jus, saus, cuka, dan sari buah apel. Sebagian besar apel 
dibudidayakan berasal dari spesies Malus domestica dalam keluarga rosaceae. 
Lebih dari 7500 variets apel telah dideskripsikan diberbagai Negara (Sufrida 
dkk.,2007). 
2.5.1 Apel Manalagi 
Jenis apel dari Malang antara lain apel manalagi, Rome Beauty, dan 
Princes Noble. Apel malang banyak mengandung vitamin, contohnya seperti 
vitamin A,B, dan C serta mineral seperti kalsium, fosrfor, zat besi, klor, 
magnesium, natrium, potassium dan silicon. Apel manalagi merupakan salah 
satu jenis apel lokal di Indonesia yang memiliki bentuk bulat dan kecil. 
Diameter buah apel ini sekitar 4-7 cm dengan berat 75-160 gram per buahnya. 
Warna dari kulit apel manalagi yaitu hijau kekuningan dengan semburat merah 
sebesar 1,5-2 % (Mianti, 2010).  
2.5.2 Taksonomi 
Tanaman apel termasuk dalam 
Kingdom : Plantae 
Divisio  : Spermatophyta 
Subdivision : Angiospermae 
Klas  : dicotyledonae 
Ordo  : Rosales 




Genus  : Malus 
Spesies  : Malus syvestris Mill. 
 
 
Gambar 2.1 Apel Manalagi ( Malus syvestis Mil) (Wulandari,2012). 
2.5.3 Kandungan Apel 
Apel memiliki kandungan flavonoid yang sangat tinggi. Flavonoid 
sebagai antioksidan inilah yang melindungi tubuh dari kerusakan yang 
diakibatkan dari radikal bebas. Terdapat perbedaan yang mencolok antara 
konsentrasi fitokimia yang dikandung di dalam kulit apel dan daging buahnya, 
senyawa phenol pada kulit lebih banyak daripada daging buahnya (Jannata 
dkk., 2014). 
Kulit apel mengandung beberapa fitokimia turunan polifenol antara lain 
katekin, kuersetin, phloridzin, dan asam klorogenik. Katekin adalah golongan 
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh tumbuhan dan termasuk golongan 
favonoid. Kuersetin juga salah satu zat aktif golongan flavonoid (Jannata dkk., 
2014). 
Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa metabolit 




dalam golongan senyawa fenolik dengan struktur kimia          . Kerangka 
flavonoid terdiri atas satu cicin aromatic A, satu cincin aromatic B, dan cincin 
tengah berupa heterosiklik yang mengandung oksigen dan bentuk teroksidasi 
cincin ini dijadikan dasar pembagian flavonoid ke dalam sub-sub kelompoknya. 
Sistem penomoran digunakan untuk membedakan posisi karbon di sekitar 
molekulnya. Flavonoid dibagi dalam sub kelas misalnya flavonol, flavon, 
flavonon, flavononol, isoflavon, antosianidin, dan proantosianidin. Terdapat 3 
subkelas utama dalam flavonoid yaitu flavonol, flavon, dan isoflavon. 
Pembagian ini berdasarkan ada tidaknya gugus keto pada posisi empat dari 
ikatan rangkap antara C2 dan C3 atau gugus hidroksil pada posisi 3 di cicin C 
(Redha, 2010). Tubuh perlu untuk menkonsumsi flavonoid yang didalamnya 
mengandung kuersetin, sebanyak 50-800 mg/hari, agar mampu menjaga 
sistem pertahanan antioksidan dalam tubuh (Preedy, 2014). 
Berbagai jenis senyawa, kandungan dan aktivitas antioksidatif flavonoid 
sebagai salah satu kelompok antioksidan alami yang terdapat pada sereal, 
sayur-sayuran, dan buah-buahan, telah banyak dipublikasikan. Flavonoid 
berperan sebagai antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya 
berada dalam bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) atau 
dalam bentuk bebas yang disebut aglikon( Simanjutak, 2012). 
 
Tabel 2.1 Kandungan gizi 100 gram apel (Margantan, 2001, Sa’adah dkk, 2004) 
Kandungan Kadar 
Energi 58,00 kal 
Karbohidrat 14,90 gram 




Fosfor 10,00 mg 
Besi 1,30 mg 
Serat 0,70 mg 
Vitamin A 24,00 rpe 
Kadar asam 0,32 gram 
Vitamin C 6,60 mg 
Glukosa 3,72 gram 
Sukrosa 4,54 gram 
Aktivitas antioksidan 6,53 gram 
Fruktosa 4,5 gram 
Total gula 8,29 gram 
 
Tabel 2.2Kandungan fitokimia apel (Leeet al., 2003) 
Kandungan Kadar 
Kuersetin glikosida 13.2 mg 
Prosianidin B2 9.35 mg 
Asam klorogenat 9.02 mg 
Epikatekin 8.65 mg 
Floretin glikosida 5.59 mg 
Vitamin C 12.8 mg 
 
Kadar Kuersetin pada Buah Apel (Leeet al., 2003) 
Jenis Pengolahan Varian Apel Rata-rata Kadar 
Kuersetin 
Apel Segar  Red delicious 477.96 
 Manalagi  406.57 
 Fuji  272.89 
 Rome beauty  206.54 
Jus Apel (juicer) Red delicious 242.96 
 Manalagi  185.22 
 Fuji  133.90 
 Rome beauty  98.85 
SmoothieApel (blending) Red delicious 136.66 
 Manalagi  118.12 
 Fuji  86.12 





2.6 Tikus Putih ( Rattus Norvegicus) 
Tikus putih (Rattus norvegicus) atau disebut juga tikus norwegia adalah salah 
satu hewan yang umum digunakan dalam eksperimental laboratorium. 
2.6.1 Taksonomi 
Taksonomi tikus putih (Rattus norvegicus) adalah sebagai berikut: 
Kingdom : Animalia 
Filum  : Chordata 
Kelas  : Mamalia 
Ordo  : Rodentia 
Subordo  :  Myomorpha 
Family  : Muridae 
Genus  : Rattus 
Spesies  : Rattus norvegius 
 
Gambar 2.2 Tikus putih (Rattus norvegicus) (Janvier Labs, 2013) 
Tikus putih memiliki beberapa sifat yang menguntungkan sebagai 




yang lebih besar dari mencit, dan mudah dipelihara dalam jumlah yang 
banyak. Tikus putih juga memiliki ciri-ciri morfologis seperti albino, kepala kecil, 
dan ekor yang lebih panjang dibandingkan badannya, pertumbuhannya cepat, 
temperamennya baik, kemampuan laktasi tingi, dan cukup tahan terhadap 
perlakuan.Biasanya pada umur empat minggu tikus putih mencapai berat 35-
40 gram, dan berat dewasa rata-rata 200-250 gram (Ayue, 2015). 
2.6.2 Kebuntingan Tikus Putih 
Kehamilan tikus putih terjadi selama 21-22 dari. Dalam kontrol 
pencahayaan (14 jam terang, 10 jam gelap), 37% tikus lahir di siang hari ke-
21, 20% tikus lahir selama malam hari pada hari ke-21 menuju hari ke-22 dan 
42% tikus lahir di siang hari pada hari ke-22. Puncak kelahiran terjadi pada 
pukul 13.00 -15.00 pada hari ke-21 dan 09.00-11.00 pada hari ke-22 (Krinke, 
2000). 
Kehamilan tikus putih dapat dibuat dengan mengawinkan tikus betina 
dan tikus jantan.Untuk mengawinkan, tikus jantan dimasukan ke kandang tikus 
betina yang sudah cukup umur dan ditinggal semalaman.Apusan vagina dapat 
dilakukan pada keesokan paginya. Apusan akan mengandung sejumlah 
sperma jika kopulasi sudah terjadi. Selain itu, dapat juga ditemukan sumbatan 
vagina padaa tikus betina yang telah kawin. Sumbatan ini berupa air mani 
yang menjendal berwarna kekuningan berasal dari sekresi kelenjar khusus 





Gambar 2.3Apusan Vagina Tikus Putih Betina Setelah Perkawinan 
(Krinke, 2000) 
Pertumbuhan pada tikus rata-rata 1 gram per hari.Laju pertumbuhan 
hewan dipengaruhi oleh spesies, individu, jenis kalamin, umur hewan, 
pemberian pakan yang cukup. Kebutuhan pakan tikus setiap harinya yaitu 3-5 
gram dan jika kebutuhan minum harus air bersih, air minum yang diperlukan 
untuk seekor mencit setiap hari berkisar antara 4-8 ml ( Smith, 2007). 
Tabel 2.3 data biologis tikus (Smith dalam Andri, 2007) 
kriteria keterangan 
Lama bunting 19-21 hari 
Umur disapih 21 hari 
Umur dewasa 35 hari 
Umur dikawinkan 8 minggu 
Berat dewasa jantan 
Berat dewasa betina 
20-40 gram 
18-35 gram 




Berat sapih 18-20 gram 
Jumlah anak Rata-rata 6, dapat 15 ekor 
Kecepatan tumbuh 1 gram/hari 
Siklus etrus 4-5 hari 
Perkawinan Pada waktu estrus 
Fertilitas Dua jam setelah kawin 
aktivitas Nokturnal (malam) 
Pada beberapa mamalia siklus reproduksi disebut juga sebagai siklus 
etrus. Etrus adalah suatu periode secara psikologis maupun fisiologis yang 
bersedia menerima pejatan untuk berkopulasi. Siklus etrus merupakan 
cerminan dari berbagai aktivitas yang saling berkaitan antara hipotalamus, 
hipofisis, dan ovarium. Selama siklus etrus terjadi berbagai perubahan baik 
pada organ reproduksi maupun pada perubahan tingkah laku seksual ( Krinke, 
2000). 
 Tikus dan mencit termasuk hewan poliestrus yang artinya, dalam 
periode satu tahun terjadi siklus reproduksi yang berulang-ulang.Siklus etrus 
bisa selesai dalam 6 hari. Meskipun pemilihan waktu siklus dapat dipengaruhi 
oleh faktor-faktor eksteroseptif seperti cahaya, suhu, status nutrisi dan 
hubungan social. Setiap fase dari daur estrus dapat dikenali melalui 
pemeriksaan apus vagina. Apus vagina merupakan cara yang sampai kini 






2.6.3 Hematologi tikus 
 
 Volume total darah pada tikus adalah 50-70 mL/KgBB atau rata-rata 
yaitu 64 mL/KgBB (Krinke, 2000). Nilai hematologi tikus jantan adalah: eritrosit 
6,85- 8,53 juta/µl; leukosit 7,475-11.700 µl; hemoglobin12,48- 14,63 g/dl; 
trombosit 56,1750-948,000 µl. Sedangkan pada tikus betina: eritrosit 6,72-7,76 
juta/µl; leukosit 5,300-10,280 µl; hemoglobin 12,48-14,58 g/dl dan trombosit 






KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
3.1 Kerangka Konsep 
  
 
Skema 3.1 KerangkaKonsep 
Keterangan 






EKSTRAK KULIT APEL 
(ANTIOKSIDAN 
EKSOGEN) 
Peningkatan radikal bebas 











Penjelasan Kerangka Konsep 
 Asap rokok mengandung oksidan konsentrasi tinggi. Ketika ibu hamil 
menghirup asap rokok, oksidan ini masuk ke dalam tubuh dan mengalami oksidasi 
dengan cara mendonorkan elektron molekul oksigen terutama di sel epitel paru yang 
akan menghasilkan radikal bebas sehingga dapat meningkatkan ROS (Reactive 
Oxygen Species). 
 Peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species) dalam tubuh menyebabkan 
antioksidan alamiah tubuh tidak lagi adekuat untuk menekan produksi ROS. Hal ini 
akan mengakibatkan produksi ROS sebagai molekul yang reaktif terus berlebihan 
sehingga menyebabkan peningkatan jumlah sitokin pro inflamasi dalam tubuh. 
Peningkatan sitokin pro inflamasi memiliki peran dalam meningkatkan jumlah 
leukosit, padahal secara fisiologis ibu hamil sendiri jumlah leukosit sudah meningkat 
sejak trimester pertama apalagi ini ditambah terpapar asap rokok, sehingga dapat 
menyebabkan terjadinya inflamasi dan leukositosis. 
Jika radikal bebas terus meningkat maka perlu tambahan antioksidan dari 
luar, salah satunya ekstrak etanol kulit apel yang mengandung flavonoid. Flavonoid 
berperan sebagai antioksidan dengan cara mendonasikan atom hidrogennya berada 
dalam bentuk glukosida (mengandung rantai samping glukosa) atau dalam bentuk 
bebas yang disebut aglikon. Dengan diberikannya ekstrak etanol kulit apel pada 
tikus bunting yang dipapar asap rokok diharapkan dapat menghambat terjadinya 




3.2 Hipotesis Penelitian 
Hipotesis dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol kulit apel (Malus sylvestris) 
dapat mencegah peningkatan jumlah leukosit pada tikus (Rattus novergicus) bunting 






4.1 Rancangan Penelitian 
Dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya penelitian ini dinyatakan layak Etik dengan No. 235/ EC / KEPK – S1 – KB 
/ 10 / 2018. Penelitian ini merupakan penelitian desaintrue experimental dengan 
rancangan penelitian Randomized Post Test Only Control Grup design. Penelitian 
hanya dilakukan sesudah perlakuan (post test) dengan membandingkan jumlah 
leukosit antar kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Kelompok kontrol dibagi 
menjadi 2 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif (K-) dan kelompok kontrol positif 
(K+). Kelompok kontrol negatif (K-) adalah tikus bunting yang tanpa dipapar asap 
rokok dan ekstrak etanol kulit apel. Kelompok kontrol positif (K+) adalah tikus 
bunting yang hanya dipapar asap rokok tanpa diberikan ekstrak etanol kulit apel. 
Kelompok perlakuan terdiri dari 3 kelompok, diberikan perlakuan berupa paparan 
asap rokok dan diberikan ekstrak etanol kulit apel dengan dosis yang berbeda. 
Paparan asap rokok dan pemberian ekstrak etanol kulit apel dilakukan mulai hari ke-
6 sampai ke-18 kebuntingan. Pengukuran jumlah leukositakan dilakukan pada hari 
ke-19 kebuntingan. 
4.2 Populasi dan Sampel Penelitian 
Penelitian ini menggunakan tikus jenis Rattus novergicus bunting sebagai 
hewan coba.Tikus diperoleh dan dipelihara di Laboratorium Farmakologi Fakultas 




adalah jumlah pengulangan (n) untuk masing-masing perlakuan (p) yang dihitung 
menggunakan rumus sebagai berikut (Solimun, 2001) dengan p=5 adalah: 
P(n-1) ≥ 15 
5(n-1) ≥ 15 
5n-5   ≥ 15 
5n      ≥ 20 
n        ≥ 20:5 
n        ≥ 4 
Berdasarkan hasil perhitungan maka dilakukan minimal 4 kali pengulangan 
tiap kelompok.Dalam penelitian digunakan 5 sampel untuk masing-masing 
kelompok, sehingga jumlah keseluruhan sampel tikus dalam penelitian ini adalah 5 x 
5= 25 ekor tikus. 
4.2.1 Kriteria Inklusi 
1) Tikus betina Rattus novergicus galur wistar bunting. 
2) Tikus dalam keadaan sehat dengan nafsu makan baik dan bergerak 
aktif. 
3) Usia tikus 8-12 minggu 
4) Berat badan antara 150-200 gram 
4.2.2 Kriteria Eksklusi 
1) Tikus yang kondisinya menurun  




3) Ketika pembedahan pada hari 19 kebuntingan tidak ditemukan bayi 
dan plasenta tikus. 
4.2.3 Prosedur dan Teknik Pengambilan Sampel 
Penentuan subjek dalam penelitian ini menggunakan metode Rancangan 
Acak Lengkap (RAL) dalam pengelompokan dan pemberian perlakuan dengan 
teknik randomisasi sederhana. Metode ini dianggap cocok digunakan karena 
hewan coba, bahan pakan dan bahan penelitian bersifat homogen menggunakan 
Teknik RAL (Rancangan Acak Lengkap). Hewan coba pada metode ini memiliki  
peluang yang sama untuk digunakan sebagai sampel pada kelompok kontrol dan 
kelompok perlakuan. 
4.3 Variabel Penelitian 
1) Variabel bebas: kandungan dalam paparan asap rokok dan ekstrak etanol 
kulit apel manalagi dalam 3 dosis. 
2) Variabel terikat: jumlah leukosit pada tikus (Rattus Novergicus) bunting. 
4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian 
4.4.1 Lokasi Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya Malang dan Analisa jumlah leukosit pada darah tikus 
(Rattus Novergicus) bunting dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya.  
4.4.2 Waktu Penelitian 




4.5 Bahan dan Alat Penelitian 
4.5.1 Bahan untuk Pemeliharaan Hewan Coba 
Makanan yang diberikan pada hewan coba adalah pakan tenak pelet 
BR 1 dan air dari keran. 
4.5.2 Bahan untuk Perlakuan Hewan Coba 
Rokok kretek yang didapatkan dari  pasar didaerah kota Malang dan 
ekstrak etanol kulit apel (Malus sylvestris Mill) sebagai bahan penelitian yang 
didapatkan dari daerah Bumiaji, Kota Batu Malang. 
4.5.3 Bahan Pembedahan Hewan Coba 
Bahan yang digunakan untuk pembedahan adalah ketamin 0,1 cc. 
4.5.4 Bahan Pengukuran Jumlah Leukosit 
Bahan untuk mengukur jumlah leukosit adalah darah dari jantung tikus 
bunting. 
4.5.5 Alat Pemeliharaan Hewan Coba 
Kandang tikus yang berupa kotak plastik berukuran 45 x 35 x 12 cm 
sebanyak 5 buah dengan masing-masing kandang ditempati 5 ekor tikus 
bunting. Yang diisi dengan sekam dan ditutup dengan kawat berjaring, 
diberikan tempat makan dan minum tikus. 
4.5.6 Alat Penimbangan Berat Badan Hewan Coba 





4.5.7 Alat Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Apel 
Alat pembuatan ekstrak etanol kulit apel menggunakan pisau, wadah, 
oven, blender, timbangan, kertas saring, rotary evaporator,botol plastik/kaca, 
freeezer. 
4.5.8 Alat Pemberian Ekstrak Etanol Kulit Apel pada Hewan Coba 
Alat pemberian ekstrak etanol kulit apel manalagi pada hewan coba 
adalah sonde dan spuit tanpa jarum 3 ml. 
4.5.9 Alat Pemaparan Asap Rokok pada Hewan Coba 
Alat untuk pemaparan asap rokok pada hewan coba menggunakan 
smooking pump buatan Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya. Alat ini berupa sebuah kotak yang terbuat dari 
fiberglass, yang terdiri dari tiga ruangan yang masing-masing berukuran 26 x 
12 x 12 cm. Pada setiap ruangan terdapat pipa sebagai pengalih asap rokok. 
Ketiga pipa keluar menyatu dengan pipa yang dipasangai rokok. Selain itu, 
terdapat pula pompa yang berfungsi sebagai penghisap rokok yang kerjanya 
dibantu dengan adanya adaptor. Selanjutnya terdapat dua klep yang dapat 
membuka dan menutup secara otomatis saat penghisapan dan penutupan 
asap rokok yang keluar masuk kotak. 
4.5.10 Alat Pembedahan dan Pengambilan Sampel Darah Hewan Coba 
Kapas, scalpel, gunting, pinset, jarum pentul, alas kayu, sarung tangan, 
spuit 3 ml, tabung container yang berisi EDTA 2 ml dengan pengambilan darah 




4.5.11 Alat Pengukur Jumlah Leukosit 
Alat pengukur Jumlah leukosit adalah ABX micros 60 (Hematology 
Analyzer). 
4.6 Definisi Operasional 
1) Hewan Coba 
Hewan coba yang digunakan adalah tikus (Rattus Novergicus) bunting 
dengan usia 8-12 minggu dengan berat 150-200 gram. 
2) Tikus Bunting 
Tikus bunting adalah tikus betina yang telah dikawinkan dengan tikus 
jantan dan memperlihatkan tanda-tanda kebuntingan yakni terdapat vaginal 
plaque yang merupakan penggumpalan air mani. Pada tikus bunting, 
abdomen dapat dipalpasi pada hari ke-12 kebuntingan.  
3) Usia Kebuntingan Tikus 
Usia kebuntingan tikus dihitung sebagai hari ke-1 pada saat muncul 
sumbat vagina (vaginal plaque) sampai hari ke-18, pengecekkan dilakukan 
dengan pemeriksaan vaginal plague dan vaginal swab. 
4) Asap Rokok 
Paparan asap rokok akan dimulai pada hari ke-6 sampai hari ke-18 
menggunakan rokok kretek yang dipaparkan dengan alat smooking pump 
milik Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya. Paparan rokok diberikan 1 batang per hari selama 7,5 menit. 




0Ekstrak Etanol kulit apel Manalagi adalah kulit apel yang diproses dengan 
dicuci, dioven dan diberi beberapa bahan lainnya. Apel manalagi (Malus 
sylvestris Mill) yang digunakan adalah jenis yang gampang dijumpai di 
daerah Batu Malang. 
6) Variabel yang diukur 
a) Jumlah total leukosit  
Jumlah total leukosit akan diukur dari darah hewan coba yang diambil 
dari jantung tikus (Rattus norvegius) sebanyak 2 ml pada hari ke-19 
atau saat melahirkan dan diukur menggunakan ABX Micros 60 
(Hematology Analyzer) dalam satuan    /µL. 
4.7 Prosedur Penelitian 
4.7.1 Adaptasi Hewan Coba 
Adaptasi hewan coba dilakukan minimal selama 7 hari terhadap 
makanan dan suhu di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya. 
4.7.2 Prosedur Pembuntingan Hewan Coba 
Pembuntingan dilakukan pada saat tikus betina memasuki fase estrus 
(birahi). Pengawinan dilakukan dengan mencampurkan tikus jantan dan betina 
dengan perbandingan 1:1 dalam 1  kandang. Pembuntingan dimulai pada 
siang hari, keesokan harinya dilakukan pengecekan, apabila ditemukan 
vaginal plaque, maka hari tersebut diduga sebagai hari pertama kebuntingan. 




sudah ditentukan, sedangkan tikus yang belum bunting dicampur kembali 
dengan tikus jantan. 
4.7.3 Pembagian Kelompok Hewan Coba 
Dari 25 ekor sampel hewan coba dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan 
secara randomisasi yang masing-masing terdiri dari 5 ekor tikus dengan 
rincian sebagai berikut: 
1. Kelompok kontrol negatif (K-): tikus bunting yang tidak dipapar asap rokok 
dan tidak diberikan ekstrak etanol kulit apel. 
2. Kelompok kontrol positif (K+): tikus bunting yang hanya dipapar asap 
rokok tanpa diberikan ekstrak etanol kulit apel. 
3. Kelompok perlakuan 1 (P1): tikus bunting yang dipapar asap rokok dan 
diberikan ekstrak etanol kulit apel dengan dosis 7 mg/KgBB. 
4. Kelompok perlakuan 2 (P2): tikus bunting yang dipapar asap rokok dan 
diberikan ekstrak etanolkulit apel dengan dosis 14 mg/KgBB. 
5. Kelompok perlakuan 3 (P3): tikus bunting yang dipapar asap rokok dan 
diberikan ekstrak etanol kulit apel dengan dosis 28 mg/KgBB. 
4.7.4 Penentuan dosis Ekstrak Etanol kulit Apel Manalagi 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh suparni dkk (2014) tentang 
uji aktivitas ekstrak etanol kulit buah apel (pyrus malus) terhadap penurunan 
permeabilitas vaskuler pada mencit putih jantan strain balb/c telah terbukti 
bahwa ekstrak etanol kulit apel mampu menurunkan permeabilitas vaskuler 
berturut-turut sebesar 0,2, 0,4, dan 0,8 mg/20g BB mencit peoral.  Oleh karena 




ini. Oleh karena itu, peneliti mengkonversi dosis tersebut ke tikus dengan berat 
200 g dengan cara mengkonversikannya yaitu:0,2 mg/20gBB x 7 = 1,4 
mg/200gBB atau 7 mg/KgBB, 0,4 mg/200gBB x 7 = 2,8 mg/200gBB atau 14 
mg/KgBB, 0,8 mg/20gBB x 7 = 5,6 mg/200gBB atau 28 mg/KgBB. 
4.7.5 Prosedur Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Apel 
1) Mencuci kulit apel (Malus sylvestris) hingga bersih,  
2) Kulit apel manalagi (Malus sylvestris) dipotong kecil-kecil, 
3) Selanjutnya, dioven pada suhu 400_  600C atau dikeringkan dengan 
matahari, 
4) Setelah kering, diblender dan diayak sampai menjadi bubuk halus. 
5) Bubuk halus tersebut selanjutnya ditimbang sebanyak 100 g, 
6) Selanjutnya, direndam dengan etanol sampai dengan 1000 ml (1liter). 
7) Lalu dikocok selama 30 menit dan direndam 1 malam sampai 
mengendap, 
8) Diambil lapisan atas yang merupakan campuran etanol dan zat aktif, 
9) Lakukan langkah 7 dan 8 sebanyak 3 kali, 
10) Kemudian masukkan ke labu evaporasi 1 liter, 
11) Labu evaporasi dipasangkan pada evaporator, 
12) Setelah itu, water bath diisi air sampai penuh, 
13)  Suhu water bath diatur samapai 900C atau sesuai dengan titik didih 
pelarut, 
14) Semua rangkaian alat dipasang dan disambung dengan aliran listrik, 




16) Aliran pelarut dibiarkan sampai berhenti menetes pada labu 
penampung (±  1,5 -2 jam)  
17) Setelah itu didapatkan hasil ekstraksi kira-kira 1/5 bagian dari bahan 
kering, 
18) Hasil ekstraksi dimasukkan ke botol plastik/ kaca dan disimpan di 
dalam freezer. 
4.7.6 Prosedur Pemeliharaan Hewan Coba 
Hewan coba diadaptasi selama 7 hari. Persiapan kandang-kandang 
yang digunakan dari kotak plastik berukuran 45 x 35 x12 masing-masing untuk 
5 ekor tikus ditutup dengan kawat kasa diberi alas sekam yang diganti 
seminggu 2 kali. Pemberian pakan ternak diberikan setiap hari sekali, 
sebanyak 40 g/hari/kandang. 
4.7.7 Prosedur Pemberian Ekstrak Etanol Kulit Apel Manalagi (Malus 
sylvestris Mill) pada Hewan Coba 
Ekstrak etanol kulit apel manalagi ( Malus sylvestris) yang telah 
diencerkan diberikan mulai hari ke-6 kebuntingan sampai hari ke-18 
kebuntingan. Ekstrak etanol kulit apel  manalagi ( Malus sylvestris) diberikan 
peroral dengan menggunakan sonde. Pemberian ekstrak etanol kulit apel 
diberikan setelah dipapar asap rokok dihari yang sama. 
4.7.8 Prosedur Pemaparan Asap Rokok pada Hewan Coba 
Pemaparan asap rokok dilakukan pada hari ke-6 hingga hari ke-18 
kebuntingan. Rokok yang digunakan sebanyak 1 batang rokok kretek dengan 




pemaparan. Prosedur pemaparan asap rokok pada tikus adalah sebagai 
berikut (standar pemaparan asap rokok Laboratorium Farmakologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya) 
1) Tikus ditimbang berat badannya dengan neraca digital analitik sebelum 
dipapar asap rokok, 
2) Tempat pemaparan dibersihkan dari kotoran dan sisa asap rokok, 
3) Nikotin yang melekat di smoking pump dibersihkan terlebih dahulu, 
4) Power dan self voltage diperiksa, 
5) Rokok dipasang pada pipa sampai batas merah 
6) Tiga ekor tikus bunting dimasukkan ke dalam kotak dan segera ditutup, 
karena pada smoking pump hanya terdapat tiga ruangan, 
7) Setiap pemaparan asap rokok dilakukan dengan menjalankan pompa 
selama 7,5 menit untuk satu batang rokok, kemudian alat dimatikan, 
penutup dibuka, dan selanjutnya tikus yang telah selesai dipaparkan asap 
rokok segera dipindahkan ke kandang. 
8) Setiap pemaparan berikutnya kotak selalu dibersihkan dahulu dari sisa 
asap rokok hasil perlakuan sebelumnya, 
9) Pompa tetap dijalankan tanpa rokok untuk mengeluarkan sisa asap, 
10) Tahap-tahap diatas diulang untuk kelompok tikus berikutnya. 
4.7.9 Prosedur Pembedahan dan Pengambilan Sampel Darah Hewan 
Coba 
hSesuai dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran 




Pembedahan pada hari ke-19 tikus untuk dilakukan pengukuran kadar 
hemoglobin (Hb), jumlah leukosit, dan kadar serum LDL dengan pengambilan 
sampel darah. Pada pengambilan plasenta dilakukan pengukuran aktivitas 
SOD (Superoksida Dismutase), pengukuran kadar MDA, kemudian plasenta 
dipisahkan dengan bayi tikus lalu dilakukan penimbangan pada plasenta dan 
fetus tikus. Namun disini peneliti hanya meneliti jumlah leukosit pada darah. 
Sebelum pembedahan, tikus diterminasi dengan injeksi ketamin 0,1 cc 
pada paha secara IM. Setelah tikus dipastikan tidak sadar Kemudian dilakukan 
pembedahan dan pengambilan sampel darah dilakukan dengan mengambil 
darahnya dari jantung sebanyak 2 ml dengan menggunakan spuit 3 ml. 
kemudian sampel darah tersebut  dipindahkan ke dalam tabung container 
berisi EDTA 2 ml kemudian dikirim ke Laboratorium Patologi Klinik Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya untuk dilakukan pemeriksaan darah 
lengkap. Selanjutnya bangkai induk dan anak tikus yang sudah tidak 
digunakan dikubur dengan kedalaman tanah minimal 50 cm. 
4.7.10 Prosedur Pengukuran Jumlah Leukosit 
Teknik pemeriksaan dan perhitungan jumlah leukosit, dengan cara 
mengambil darah sebanyak 2ml ditambahkan EDTA ditempatkan dalam 
tabung steril. Sampel darah diperiksa dengan alat ABX Micros 60 (Hematology 
Analyzer), dengan langkah-langkah sebagai berikut (ABX Micros 60 User 
Manual): 
1) Prinsip penggunaan alat berdasarkan spesifikasi ukuran sel yang melewati 




diperiksa sekaligus beberapa parameter seperti Hb,Ht, leukosit, eritrosit, 
MCH, MCHC, dan MCV. 
2) Cara kerja menggunakan alat ABX Micros 60, dengan menyalakan switch 
utama, terletak di belakang instrumen. 
3) Setelah lampu indikator menyala, tekan tombol start up, maka secara 
otomatis alat akan menampilkan nilai nol untuk setiap parameter 
pemeriksaan dan jika tidak, maka secara otomatis alat akan melakukan 
pembilasan ulang dan pemeriksaan reagen sampai tiga kali sehingga 
didapatkan angka nol untuk setiap parameter pemeriksaannya. 
4) Tekan tombol start. 
5) Siapkan bahan pemeriksaan (darah EDTA). 
6) Tekan tombol ID, tekan tombol enter tunggu sampai jarum penghisap 
darah keluar. 
7) Tempelkan alat penghisap sampai dasar tabung kemudian tekan 
sampelbar sampai jarum masuk kembali dan melakukan pemeriksaan. 
8) Alat akan memproses sampel selama satu menit dan hasil pemeriksaan 
akan tambak pada layar. 
9) Untuk mematikan alat, tekan stand by maka alat akan mencuci selama 
satu menit, setelah layar padam mematikan alat dengan menekan switch 





4.8 Alur Penelitian 
  Adaptasi tikus minimal selama 7 hari 
Randomisasi dalam 5 kelompok 
K - 
Tikus bunting 












Asap rokok (-) 
Ekstrak etanol 
kulit apel 





Asap rokok (-) 
Ekstrak etanol 
kulit apel 






Asap rokok (-) 
Ekstrak etanol 
kulit apel 





Paparan asap rokok dan pemberian 
ekstrak kulit apel manalagi sejak hari 
ke-6 hingga hari ke-18 kebuntingan 
Hari ke-19 dilakukan pembedahan dan pengambilan darah 
Perhitungan jumlah Leukosit 
Gambar 4.1Skema Alur Penelitian 
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4.9 Analisis Data 
Hasil pengukuran jumlah total leukosit yang diperoleh dari penelitian ini 
dianalisis secara statistik dengan menggunakan program SPSS 23.0 for Windows7 
dengan tingkat signifikasi 0.5 (p < 0.05) dan taraf kepercayaan sebesar 95% (α = 
0,05). Berikut merupakan langkah-langkah uji data yaitu : 
1) Uji normalitas data: bertujuan untuk mengetahui apakah data memiliki distribusi 
normal atau tidak. Untuk uji hipotesis, jika distribusi data normal menggunakan 
uji parametrik. 
2) Uji homogenitas varian: jika varian dalam kelompok homogen, maka asumsi 
untuk menggunakan Anova terpenuhi. 
3) Uji one wayAnova: bertujuan untuk membandingkan nilai rata-rata dari masing-
masing kelompok perlakuanterdapatperbadaanatautidak. 
4) Post Hoc test: bertujuan untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda 
secara signifikan dari uji Anova. Uji Post Hoc yang digunakan adalah uji Turkey 
HSD dengan tingkat signifikasi 95% (p < 0.05) 
5) Uji Korelasi Pearson: bertujuan untuk mengetahui hubungan secara signifikan 






5.1    Hasil Pengukuran 
Hasil pengukuran rata-rata jumlah leukosit serum darah tikus (Rattus 
novergicus) di sajikan ke dalam tabel 5.1 sebagai berikut. 
Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Rata-Rata Jumlah Leukosit Darah Tikus setelah 
Dipapar Asap Rokok dan Diberikan Ekstrak Etanol Kulit Apel dengan Berbagai 
Dosis 
Kelompok Rata-rata Leukosit (   /µL) Standar Deviasi 
K- 6,46 0,996 
K+ 12 1,581 
P1 9,02 1,736 
P2 7,52 1,008 
P3 6,89 0,758 
 
Keterangan  
K-: tanpa dipapar asap rokok dan tanpa pemberian ekstarak etanol kulit apel 
K+: pemaparan asap rokok tanpa pemberian ekstrak etanol kulit apel 
P1: pemaparan asap rokok dan diberi ekstrak etanol dosis 7 mg/KgBB/hari dimulai 
hari ke 6 kebuntingan sampai hari ke 18 kebuntingan. 
P2: pemaparan asap rokok dan diberi ekstrak etanol dosis 14 mg/KgBB/hari dimulai 
hari ke 6 kebuntingan sampai hari ke 18 kebuntingan. 
P3: pemaparan asap rokok dan diberi ekstrak etanol dosis 28 mg/KgBB/hari dimulai 







Pengukuran leukosit menunjukkan bahwa pada kelompok K (-) didapatkan 
jumlah leukosit darah paling rendah diantara kelompok lain yaitu  6,46 x    /µL. 
Sedangkan pada kelompok K (+) didapatkan jumlah leukosit darah tikus paling tinggi 
yaitu sebesar  12 x    /µL. Pada kelompok P1, P2, dan P3 didapatkan jumlah 
leukosit darah yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok K (+). Kelompok 
P1 memperlihatkan jumlah leukosit darah tertinggi diantara kelompok perlakuan 
yang lainnya yaitu sebesar 9,02 x    /µL, diikuti oleh kelompok P2 sebesar 7,52 x 
   /µL dan yang terendah diantara kelompok perlakuan adalah pada P3 sebesar 
6,89 x    /µL. Dapat disimpulkan semakin tinggi dosis ekstrak etanol kulit apel yang 
diberikan, didapatkan hasil dari rata-rata jumlah leukosit darah pada tikus semakin 
rendah. 
5.2    Analisa Data 
Analisa yang digunakan terhadap pengukuran jumlah leukosit ini dianalisis 
secara statistik dengan menggunakan program SPSS 23.0 for Windows7 .Pada uji 
normalitas menggunakan uji  Shapiro-Wilk dikarenakan sampel kurang dari 50. Pada 
uji Shapiro-Wilk nilai p= 0,970 (p=<0,05) menunjukkan hasil tersebut normal. 
Kemudian di lakukan uji homogenitas yang mana menggunakan uji levene statistik 
dengan memperoleh hasil p=0,303 (p>0,05) yang menunjukkan data tersebut 
bersifat  homogen. Dari hasil uji normalitas dan uji homogenitas menunjukkan hasil 





Pada hasil Uji Oneway ANOVA didapatkan hasil p=0,000 (p<0,05). Dengan 
demikian hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan pada 
semua kelompok perlakuan. Pemberian ekstrak etanol kulit apel dengan dosis 7 
mg/KgBB/hari, 14 mg/KgBB/hari dan 28mg/KgBB/hari memberikan pengaruh secara 
nyata terhadap penurunan jumlah leukosit. Selanjutnya untuk mengetahui kelompok 
mana yang berbeda secara signifikan, maka dilakukan uji Post Hoc dari hasil uji 
Oneway ANOVA, yaitu dengan uji Tukey-HSD 
 
Tabel 5.3  Hasil Uji Turkey-HSD 
Kelompok K- K+ P1 P2 P3 
K-  0,000* 0,034* 0,684 0,981 
K+   0,011* 0,000* 0,000* 
P1    0,368 0,101 
P2     0,936 
P3      
P<0,05 = bermakna (*) 
6.46 ± 0,996 
12 ± 1,581 
9.02 ± 1,736 
7.52 ± 1,008 
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Berdasarkan tabel diatas dari hasil  uji Tukey HSD dilakukan perbandingan 
antara kelompok K(-) dengan kelompok K(+) dengan nilai p= 0,000 (p<0,05) hasil 
tersebut menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna pada kelompok K- 
dengan K+. Kelompok K(-) dengan kelompok P1, P2, dan P3 menunjukkan bahwa 
hanya pada kelompok P1yang terdapat perbedaan dengan kelompok (K-) dengan 
nilai p = 0,034 (p < 0,05). Kelompok K(+) dengan kelompok P1, P2, dan P3 
menunjukkan pada semua kelompok terdapat perbedaan bermakna pada kelompok 
(K+). Dari tabel tersebut mendapatkan hasil bahwa dosis P2 dan P3 telah memiliki 
perbedaan yang signifikan atau bermakna dimana dosis tersebut dapat menurunkan 
jumlah leukosit. 
Untuk mengetahui hubungan antara ekstrak etanol kulit apel dengan jumlah 
leukosit darah, maka dilakukan uji korelasi Pearson. Dari dari perhitungan statistik 
menggunakan korelasi Pearson didapatkan hasilkoefisisen  korelasi r =  -0,761. 
Hasil tersebut menunjukkan bahwa adanya hubungan yang kuat antara pemberian 
ekstrak etanol kulit apel dengan pencegahan peningkatan jumlah leukosit darah 
secara signifikan (p=0,000) (p<0,05). Arah korelasi bernilai negatif yang berarti 
semakin tinggi dosis estrak etanol kulit apel yang diberikan maka semakin rendah 
jumlah leukosit darah.Sedangkan untuk mengetahui presentasi jumlah leukosit 
darah yang dipengaruhi oleh ekstrak etanol kulit apel, maka digunakan uji regresi. 
Berdasarkan uji regresi dinyatakan dengan nilai determinasi (  ). Uji tersebut 
menunjukkan nilai    sebesar sebesar 0,579 yang berarti pengaruh pemberian 




57,9% sedangkan 42,1 % dipengaruhi oleh faktor-faktor selain dari pemberian 






Dari hasil pengukuran jumlah leukosit darah pada K +dibandingkan dengan 
dengan K-  p= 0,000 (p<0,05) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna 
pada kelompok K+ dengan K-. Kelompok K+ merukapakan kelompok dengan jumlah 
leukosit tertinggi diantara kelompok lainnya yang mana telah diberi paparan asap 
rokok sejak kebuntingan hari ke6 sampai hari ke 18 kebuntingan. 
Pada kelompok K+ jumlah leukosit mengalami peningkatan dikarenakan 
radikal bebas dalam asap rokok akan menghasilkan ROS berlebih, yang merupakan 
oksidasi utama dalam tubuh. Ketika ROS berlebih, antioksidan dalam tubuh tidak 
dapat untuk menetralkan ROS  sehingga akan menyebabkan terjadi 
ketidakseimbanngan akibat tingginya kadar oksidan yang tidak dapat di kompensasi 
oleh tubuh. Ketika radikal bebas berlebih yang mana disertai dengan ketidak 
mampuan antioksidan dari dalam tubuh untuk menetralisir maka akan terjadi stress 
oksidatif. Stress oksidatif ditandai dengan meningkatnya radikal oksigen dan reaksi 
inflamasi berupa peningkatan jumlah leukosit. Pada kondisi normal, ROS akan 
ditanggulangi oleh antioksidan dalam tubuh seperti SOD (Superoxide Dismutase), 
katalase, GSH (Glutathione Peroxidase), ataupun dapat dibentuk dari antioksidan 
luar (Mazzone et al. 2010). 
Di masa kehamilan, peningkatan jumlah leukosit di dalam darah merupakan 
keadaan fisiologis. Efek ini terjadi akibat toleransi ibu terhadap antigen jaringan 
asing dari janin yang bersifat semialogenik (genetik 50% dari paternal dan 50% dari 




paternal dan maternal). Namun, jika jumlah sel darah putih itu lebih dari 12.000/    
hal ini merupakan indikasi adanya leukositosis pada wanita hamil. Tingginya jumlah 
leukosit berakibat terhadap kehamilan dan janin, seperti prematur atau bahkan 
Infeksi Neonatal Awitan Dini (INAD) (Ross, 2011). 
Hasil statistik, jumlah leukosit pada P1 mengalami penurunan jika 
dibandingkan dengan K+ (p = 0,011) yang dapat diartikan bahwa P1 berbeda 
bermakna dengan K+.Namun jika dibandingkan dengan K- (p = 0,034) yang dapat 
diartikan bahwa P1 juga berbeda bermakna dengan K- . Hal ini menunjukan bahwa 
pada dosis P1 sudah dapat menurunkan jumlah leukosit namun belum dapat 
mengembalikan kedalam batas normal.Sedangkan pada P2 dan P3jika 
dibandingkan dengan K+  (p = 0,000, p = 0,000) yang dapat diartikan bahwa P1 
berbeda bermakna dengan K+. Namun, jika dibandingkan dengan K- ( p = 0,684, p = 
0,981) yang dapat diartikan bahwa P2 dan P3terdapat penurunan tetapi tidak 
berbeda bermakna dengan K-. Hasil tersebut menunjukan P2 dan P3 mampu 
menurunkan jumlah leukosit dosis menjadi normal. Ekstrak etanol kulit apel pada P2 
telah efektif untuk dapat menurunkan jumlah leukosit pada tikus yang dipapar asap 
rokok. Jumlah leukosit dapat terus menurun pada P1,P2, dan P3 yang dapat 
disimpulkan bahwa semakin tingginya dosis ekstrak etanol kulit apel yang diberikan 
maka semakin menurukan jumlah leukosit pada tikus bunting yang dipapar asap 
rokok.Hal ini sesuai dengan hasil penelitian  Pertiwi(2016) menyatakan bahwa pada 
ekstrak etanol limbah kulit buah apel berpotensi memiliki aktivitas antioksidanyang 




Ekstrak kulit apel mengandung antioksidan yang tinggi, Aktivitas antioksidan 
pada apel paling banyak terdapat pada kulit yang mengandung kuersetin 
glikosida.Quersetin berperan sebagai antioksidan dalam mengurangi pembentukan 
radikal bebas dan dapat menurunkan radikal bebas.Hal ini sesuai dengan hasil 
penelitian (Jannata dkk., 2014) menyatakan bahwa apel memiliki kandungan 
flavonoid yang sangat tinggi.Flavonoid sebagai antioksidan inilah yang melindungi 
tubuh dari kerusakan yang diakibatkan dari radikal bebas.). Flavonoid dapat 
bertindak sebagai antioksidan melalui dua mekanisme, 1) flavonoid menghambat 
kerja enzim yang terlibat dalam reaksi produksi anion superoksida, 2) flavonoid juga 
mengikat logam kelumit (logam yang memiliki peranan dalam tubuh seperti pada 
proses hayati dan fisiologis yang berhubungan dengan kesehatan manusia)  terlibat 
dalam reaksi yang menghasilkan radikal bebas. Dengan potensial reduksi yang 
rendah, flavonoid menurunkan radikal dengan jalan mereduksi radikal superoksida, 
peroksil, alkoksil, dan hidroksil (Burda S and Oleszek, 2001).Berarti pemberian 
ekstrak etanol kulit apel mampu menurunkan jumlah leukosit melalui mekanisme 
antioksidan. 
Penurunan jumlah leukosit darah tidak hanya dipengaruhi oleh pemberian 
ekstrak etanol kulit apel( eksogen). Dari uji regresi didapatkan hasil 57,9% 
penurunan jumlah leukosit darah yang dipengaruhi oleh pemberian ekstrak etanol 
kulit apel. Sedangkan sisanya sebesar 42,1 % dapat dipengaruhi oleh faktor lain 
seperti adanya aktivasi proteksis antioksidan dari dalam tubuh seperti SOD, 
katalase,glutation peroksida (GSH), serta protein glutation. Hasil korelasi dengan 




etanol kulit apel dengan jumlah leukosit darah. Arah korelasi bernilai negative 
sehingga dapat disimpulkan bahwa semakin tingginya dosis ekstrak etanol kulit apel 
yang diberikan maka jumlah leukosit darah akan semakin menurun.  
Berdasarkan dari kajian statistik dan teoritik diatas maka hipotesis dalam 
penilitian ini yaitu ekstrak etanol kulit apel (Malus sylvestris) dapat mencegah 







7.1    Kesimpulan 
1) Pemberian ekstrak etanol kulit apel dapat mencegah peningkatan  jumlah 
leukosit darah tikus  (Rattus novergitus)  bunting yang dipapar asap rokok. 
2) Dosis ekstrak etanol kulit apel efektif yang dapat mencegah peningkatan  
jumlah leukosit adalah dosis 2 sebesar  14 mg/KgBB/hari. 
7.2 Saran 
Berdasarkan hasil penelitian, maka saran yang bisa diberikan yaitu diperlukan 
penelitian lebih lanjut untukmengetahui  uji toksisitas dan uji teratogenitas ekstrak 
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Lampiran 2. Data Penelitian 
Hasil Pengukuran Jumlah Leukosit pada IndukTikus 
KelompokPerlakuan Jumlah Leukosit (n=5) (   /µL) Rata-rata 
K- 6,1 6,5 7,6 7,1 5,0 6,46 
K+ 12,2 11,9 14,5 11,1 10,3 12 
P1 11,1 7,2 7,3 9,3 10,2 9,02 
P2 8,1 7,1 6,6 9,0 6,8 7,52 
P3 5,9 8,0 6,79 7,1 6,7 6,89 
 
Uji Deskriptif Data 
 
Lampiran 3. Uji Normalitas, Uji Homogenitas Varian, dan Uji One Way ANOVA 
Uji Normalitas 
 
Uji Homogenitas Varian 
 
Uji One Way ANOVA 
Tests of Normality
,092 25 ,200* ,986 25 ,970Leukosit




This is a lower bound of  the t rue signif icance.*. 
Lillief ors Signif icance Correctiona. 
Test of Homogeneity of Variances
Leukosit
1,302 4 20 ,303
Levene





Lampiran 4. Uji Post Hoc 













Squares df Mean Square F Sig.
Multiple Comparisons
Dependent  Variable: Leukosit
Tukey HSD
-5540,0000* 805,10968 ,000 -7949,1898 -3130,8102
-2560,0000* 805,10968 ,034 -4969,1898 -150,8102
-1060,0000 805,10968 ,684 -3469,1898 1349,1898
-438,0000 805,10968 ,981 -2847,1898 1971,1898
5540,0000* 805,10968 ,000 3130,8102 7949,1898
2980,0000* 805,10968 ,011 570,8102 5389,1898
4480,0000* 805,10968 ,000 2070,8102 6889,1898
5102,0000* 805,10968 ,000 2692,8102 7511,1898
2560,0000* 805,10968 ,034 150,8102 4969,1898
-2980,0000* 805,10968 ,011 -5389,1898 -570,8102
1500,0000 805,10968 ,368 -909,1898 3909,1898
2122,0000 805,10968 ,101 -287,1898 4531,1898
1060,0000 805,10968 ,684 -1349,1898 3469,1898
-4480,0000* 805,10968 ,000 -6889,1898 -2070,8102
-1500,0000 805,10968 ,368 -3909,1898 909,1898
622,0000 805,10968 ,936 -1787,1898 3031,1898
438,0000 805,10968 ,981 -1971,1898 2847,1898
-5102,0000* 805,10968 ,000 -7511,1898 -2692,8102
-2122,0000 805,10968 ,101 -4531,1898 287,1898






























(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Conf idence Interv al




Lampiran 5. Uji Korelasi Pearson dari Uji Regresi Linier Sederhana 
Uji Korelasi Pearson 
 
Uji Regresi Linier Sederhana 
 
Lampiran 6. DokumentasiPenelitian 

















Correlation is signif icant at the 0.01 level (2-tailed).**. 
Model Summary






Std.  Error of
the Estimate
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Gambar 6 . Alat Timbangan Tikus 
   
Gambar 7.Alat Sonde  Gambar 8. Penyondean Ekstrak Kulit Apel 
   
Gambar 9.Pembedahan tikus  Gambar 10. Pengambilan darah dari jantung  
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